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Resumen. Introducción: en el presente artículo se describe una metodología sen-
sible, rápida y sencilla para la identificación y determinación cualitativa de fosfina 
y ácido cianhídrico en muestras biológicas (i.e., sangre y contenido gástrico) y no 
biológicas por cromatografía de gases (gc). Metodología: lo anterior se llevó a cabo 
por medio de un detector selectivo de nitrógeno-fósforo (npd) y un automues-
treador de volátiles Headspace (hs), empleando acetonitrilo (acn) como estándar 
interno (istd). El procedimiento consiste en tomar y servir en un vial 1 mL de la 
muestra a la cual se le adiciona ácido sulfúrico; el vial se sella herméticamente y se 
somete a incubación a 70 °C por 5 minutos. Finalmente, se inyecta 1 mL de fase ga-
seosa al cromatógrafo de gases. Resultados: los límites de detección y cuantificación 
hallados, tanto para la fosfina como para el ácido cianhídrico, fueron 0,04 mg/L 
y 0,2 mg/L, respectivamente. Conclusiones: se implementó y se validó un méto-
do cromatográfico que permite la identificación simultánea y la determinación 
cualitativa de ácido cianhídrico y fosfina en muestras biológicas como sangre y 
contenido gástrico.
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Simultaneous identification and qualitative determination 
of hydrocyanic acid and phosphine by gas chromatography 
with nitrogen-phosphorus detector and Headspace 
autosampler (hs-gc-npd) in biological fluids
Abstract. Introduction: This article described a simple, rapid, sensitive methodology for the 
identification and qualitative determination of phosphine and hydrocyanic cyanide in bio-
logical (i.e., blood and stomach contents) and non-biological samples by gas chromatogra-
phy (gc). Methodology: The foregoing was carried out by a selective nitrogen-phosphorus 
detector (npd) and Headspace (hs) volatile autosampler using acetonitrile (acn) as internal 
standard (istd). The procedure involves taking and pouring into a vial 1 mL of the sample, 
which is added sulfuric acid. The vial is tightly sealed and subjected to incubation at 70 °C 
for 5 minutes. Finally, 1 mL of gas phase is injected into the gas chromatograph. Results: 
The limits of detection and quantification found for both phosphine and hydrocyanic acid 
were 0.04 mg/L and 0.2 mg/L, respectively. Conclusions: A chromatographic method was 
implemented and validated to allow simultaneous identification and quantitative determi-
nation of hydrocyanic acid and phosphine in biological samples such as blood and stomach 
contents.
Keywords: cyanide, gas chromatography, phosphine, simultaneous identification.
Identificação simultânea e determinação qualitativa 
de ácido cianídrico e fosfina por cromatografia gasosa 
com detector de nitrogênio fósforo e amostrador 
Headspace (hs-gc-npd) em fluídos biológicos
Resumo. Introdução: neste artigo, descreve-se uma metodologia sensível, rápida e simples 
para a identificação e determinação qualitativa de fosfina e ácido cianídrico em amostras 
biológicas (por exemplo, sangue e conteúdo gástrico) e não biológicas por cromatografia 
gasosa (gc). Metodologia: isso foi realizado por meio de um detector seletivo de nitrogê-
nio-fósforo (npd) e amostrador de voláteis Headspace (hs), que emprega acetonitrila (acn) 
como padrão interno (istd). O procedimento consiste em tomar e servir num tubo de 
vidro vial 1mL da amostra à qual é adicionado ácido sulfúrico; o vial é selado hermetica-
mente e submete-se à incubação a 70 °C por 5 minutos. Finalmente, injeta-se 1 mL de fase 
gasosa ao cromatógrafo a gás. Resultados: os limites de detecção e quantificação encon-
trados, tanto para a fosfina quanto para o ácido cianídrico, foram 0,04 mg/L e 0,2 mg/L, 
respectivamente. Conclusões: implementou-se e validou-se um método cromatográfico que 
permite a identificação simultânea e a determinação qualitativa de ácido cianídrico e fosfi-
na em amostras biológicas como sangue e conteúdo gástrico.
Palavras-chave: cianeto, cromatografia gasosa, fosfina, identificação simultânea.
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Introducción
Los fosfuros de metales como el de aluminio (Al), 
zinc (Zn) o magnesio (Mg) son muy utilizados para 
combatir plagas en los silos para el almacenamiento 
de granos. Se presentan en forma de tabletas, enva-
sadas en tubos metálicos, que se comercializan bajo 
los nombres Phostoxin®, Gastoxin® y Celphos®. 
Se caracterizan por presentar un color grisáceo y 
un olor a ajo. Al contacto con la humedad, generan un 
gas altamente tóxico conocido como fosfina. 
Se requieren entre 24 y 48 horas para que el fosfuro se 
descomponga y libere la mayor parte de la fosfina; 
este tiempo depende del metal, así como de la tem-
peratura y de la humedad relativa [1,2].
La rapidez con la que aparecen los efectos tóxi-
cos de la fosfina dependen de la vía de exposición, 
siendo más rápida la vía inhalatoria. Por vía oral, 
la dosis letal oscila entre 4,95 y 6,95 mg/kg; por 
vía dérmica, la dosis varía entre 900 y 1520 mg/kg, 
dependiendo del tiempo de exposición (24 horas 
a 14 días); por vía inhalatoria a concentraciones 
mayores de 0,01 mg/m3, hay riesgo de intoxicación; 
a 10 mg/m3 puede causar la muerte en 6 horas y a 
300 mg/m3 en 1 hora [3, 4].
La fosfina actúa inhibiendo la acción de la cito-
cromo c oxidasa, mediante la generación de espe-
cies reactivas de oxígeno. Los órganos diana son: 
pulmón, corazón, cerebro, tracto gastrointestinal, 
riñón e hígado. Tras su ingesta, la fosfina es rápida-
mente absorbida en el tracto gastrointestinal y una 
parte es transportada hacia el hígado por medio de 
la vena porta produciendo daño hepático [4-6].
Entre los síntomas característicos cuando se 
inhalan bajas concentraciones de fosfina están: 
dolor de cabeza, mareos, temblores, malestar gas-
trointestinal y fatiga. De otro lado, cuando se inha-
lan concentraciones cercanas a la dosis letal, se 
presentan síntomas tales como náuseas, vómito, 
diarrea, sed, sensación de presión en el pecho, dolor 
de espalda, disnea, escalofríos, estupor, desmayo y 
marcado edema pulmonar [4, 7].
La fosfina se absorbe por vía inhalatoria y oral 
y por las mucosas. Cuando se administra fosfuro 
de aluminio por vía oral, al entrar en contacto con 
el agua y el ácido del estómago, se libera fosfina. Se 
distribuye ampliamente en el hígado, el riñón, el 
corazón y el cerebro. Se metaboliza en el hígado y se 
excreta mediante heces, vía inhalatoria y en orina 
como fosfitos y fosfatos [8, 9]. 
A su vez, el ácido cianhídrico es un líquido 
muy volátil (la temperatura de ebullición es de 
26 °C), presenta una densidad reducida, posee una 
elevada tensión de vapor, es muy soluble en agua y 
alcohol, y se caracteriza por presentar un fuerte olor 
a almendras amargas [10].
Los cianuros de mayor importancia toxicoló-
gica son el potásico y el sódico, que son sales de 
color blanco solubles en agua; las reaccionan fácil-
mente con los ácidos liberando ácido cianhídrico 
[10, 11]. Las principales vías de absorción son: oral, 
inhalatoria y por medio de mucosas. Luego de la 
absorción por cualquiera de estas vías, los signos y 
síntomas de intoxicación se manifiestan a los pocos 
minutos.
El cianuro actúa formando complejos esta-
bles con iones metálicos y tiene gran afinidad por 
los iones de hierro (Fe+3). A nivel celular, inactiva 
metaloenzimas, siendo la más importante la cito-
cromo oxidasa mitocondrial. La inhibición de esta 
enzima produce anoxia citotóxica y el paso de la 
glucólisis aerobia a anaerobia. El cianuro también 
inhibe la transformación del piruvato en el ciclo de 
Krebs, lo que resulta en hiperproducción de lac-
tato y acidosis metabólica severa [12, 13]. Por otros 
mecanismos de acción, libera aminas biógenas que 
contribuyen con falla cardiaca y vasoconstricción 
arteriolar o coronaria, que genera fallo de bomba 
[14].
Dada la alta toxicidad y nocividad de estas 
sustancias, son aprovechadas para ser empleadas 
con fines suicidas u homicidas. En los casos1 rela-
cionados con posibles intoxicaciones por agentes 
químicos, siempre se incluye el análisis de cianu-
ros. Adicionalmente, de los casos provenientes del 
municipio de Ocaña (Norte de Santander), se sos-
pecha en un alto porcentaje la posible intoxicación 
por fosfina; por lo tanto, también esta sustancia es 
incluida en la solicitud de análisis.
Dado el interés forense en estas sustancias quí-
micas, se hizo necesario implementar y validar un 
método que permitiera su identificación en mues-
tras biológicas y no biológicas, a fin de garantizar 
que este tenga las características analíticas adecua-
das para su aplicación en casos forenses. 
1  Se habla de los casos recibidos en el Laboratorio de 
Toxicología Forense de la Dirección Regional Nororiente del 
Instituto Nacional de Medicina Legal y Ciencias Forenses 
(Bucaramanga, Santander).
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Materiales y métodos
Se implementó y se validó un método cromatográ-
fico que permitió la identificación y determinación 
cualitativa de ácido cianhídrico y fosfina en mues-
tras biológicas (i.e., sangre y contenido gástrico) y 
no biológicas (i.e, tabletas), en casos relacionados 
con intoxicaciones por agentes químicos. Para 
esto, se evaluaron los siguientes parámetros: selec-
tividad, especificidad, límites de detección, y cuan-
tificación y linealidad.
Los reactivos empleados fueron: ácido sulfú-
rico, acetonitrilo, cianuro de sodio, nitrato de plata 
y tabletas foscam® (equivalentes a 56,7% de fosfuro 
de aluminio). Para la preparación de la muestra, se 
emplearon viales de 10 mL de capacidad y se tomó 
1 mL de muestra, a la cual se le adicionaron 200 µL 
de acetonitrilo (empleado como estándar interno) de 
concentración 500 mg/L y 200 µL de ácido sulfú-
rico concentrado.
Para el análisis cromatográfico, se empleó un 
cromatógrafo marca Agilent Technologies 6890, 
con detector de nitrógeno-fósforo (npd), y una 
columna capilar hp Blood Alcohol Analysis de 7 m 
x 0,32 mm d.i. Se modificó el método cromatográ-
fico reportado por Musshoff [2], con el objetivo de 
lograr la identificación simultánea de fosfina y cia-
nuro. La configuración del horno fue la siguiente: 
se inició en 70 °C por 0,5 min; luego, se incrementó 
a razón de 35 °C/min hasta 150 °C y se mantuvo 
por 4 min. El tiempo total del análisis fue de 6,79 
minutos. La temperatura del inyector y detector 
se mantuvo en 250 °C. Se utilizó helio como gas 
de arrastre, y el modo de inyección empleado fue 
split en una relación 20:1. Las condiciones del auto-
muestreador de volátiles, Thermo Triplus, fueron 
las siguientes: temperatura de incubación de 70 °C 
por 5 minutos, volumen de inyección 1 mL. 
Adicionalmente, se hizo una comparación 
entre el método cromatográfico y la prueba de colo-
ración a la gota, utilizada en el laboratorio para la 
identificación preliminar de fosfina. Esta prueba 
consiste en exponer una tira de papel filtro hume-
decida con nitrato de plata (3%) a 1 mL de mues-
tra en un vial de 10 mL tapado herméticamente. En 
presencia de fosfina, se observa sobre el papel filtro 
una coloración gris oscuro que persiste en el tiempo 
por formación de fosfuro de plata.
Resultados y discusión
A continuación, se presentan los resultados obteni-
dos para las figuras de mérito evaluadas:
• Selectividad y especificidad: Se analizaron diez 
muestras de contenido gástrico y de sangre 
de occisos, cuyo deceso se produjo por causa 
diferente de intoxicación por fosfina o ácido 
cianhídrico. No se observaron señales cromato-
gráficas en los tiempos de retención de la fosfina 
(1,78 min), el ácido cianhídrico (2,73 min) y el 
acetonitrilo (4,20 min).
• Linealidad: Mediante curvas de calibración con 
soluciones de fosfina y ácido cianhídrico en sis-
tema y con soluciones de ácido cianhídrico en 
método (sangre) de concentraciones: 0,13, 0,20, 
0,40, 0,80, 1,59, 2,39 y 2,66 mg/L para fosfina y 
0,16, 0,24, 0,49, 0,98, 1,95, 2,93 y 3,26  mg/L para 
ácido cianhídrico, se observó respuesta lineal 
entre el área relativa y la concentración. 
  Con base en los resultados obtenidos, se 
observó que para el ácido cianhídrico el método 
es lineal y demostró repetibilidad en las concen-
traciones de trabajo empleadas; en los dos casos, 
sistema y método, los coeficientes de correlación 
fueron mayores que 0,99. Para el caso de la fos-
fina, no se observó repetibilidad en el análisis 
cuantitativo con las concentraciones de trabajo 
empleadas. 
  Esto se puede explicar dada la alta volatili-
dad y la baja solubilidad en agua de la fosfina, y 
porque se utilizó como estándar un producto co-
mercial que rápidamente libera la fosfina y pro-
duce variaciones durante el pesaje del producto 
para la preparación de la solución estándar.
• Límites de detección y de cuantificación: el lí-
mite de detección se calculó para cada una de 
las sustancias estudiadas por diluciones sucesi-
vas, partiendo del nivel más bajo de la curva de 
calibración. Se determinó como aquel en el que 
se detectaron áreas mayores que el ruido, sien-
do positiva cuando la señal superó la relación 
señal/ruido (s/n) en un factor de 3,3 al aplicar 
la fórmula s/n = 3,3σ/m, en donde σ es la des-
viación estándar residual resultante del análisis 
de varianza de la curva, m es la pendiente de la 
curva y 3,3 es el factor señal/ruido. 
  Así mismo, el límite de cuantificación se 
determinó como aquel en el que se detectaron 
áreas con precisión y exactitud que superaron 
la relación s/n en un factor de 10, al aplicar la 
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fórmula s/n = 10σ/m, en donde σ es la desvia-
ción estándar residual resultante del análisis de 
varianza de la curva, m es la pendiente de la cur-
va y 10 es el factor señal/ruido. 
  El límite de detección y el de cuantificación 
encontrados para el ácido cianhídrico y la fosfi-
na fueron 0,04 mg/L y 0,2 mg/L, respectivamen-
te. Sin embargo, para la fosfina el coeficiente de 
variación fue superior al 15% debido a su vola-
tilidad (~20%). Probablemente, se requiera un 
ambiente más controlado para la preparación de 
las soluciones de trabajo y las muestras. 
Finalmente, en relación con la comparación 
entre la prueba preliminar para la identificación 
de fosfina y el método cromatográfico, se encontró 
correspondencia entre los dos métodos.
Discusión y conclusiones
Se implementó y se validó un método cromato-
gráfico que permite la identificación simultánea y 
la determinación cualitativa de ácido cianhídrico 
y fosfina en muestras biológicas como sangre y 
contenido gástrico. Sin embargo, el método puede 
ser aplicado a otras muestras biológicas de matriz 
diferente y a muestras de origen no biológico. Este 
método presentó límites de detección y cuantifica-
ción de 0,04 mg/L y 0,2 mg/L tanto para el ácido 
cianhídrico como para la fosfina, respectivamente.
Para el ácido cianhídrico, el método demostró 
repetibilidad y linealidad en el rango de concentra-
ciones empleadas (0,16-3,26 mg/L). Para la identifi-
cación de fosfina, se recomienda hacer un tamizaje 
aplicando la prueba colorimétrica con formación 
de fosfuro de plata y después emplear el método 
cromatográfico. 
Antes de la implementación de este método, 
en los casos de intoxicación por fosfina se debían 
concluir las necropsias con los hallazgos macros-
cópicos e histopatológicos, debido a que los labo-
ratorios del inmlcf no disponían de métodos para 
análisis de fosfina. Este método es sencillo y rápido, 
y permite confirmar la presencia de cianuro y fos-
fina en las muestras biológicas. La fase estacionaria 
de la columna desarrollada para análisis de alco-
holes en sangre (hp Blood Alcohol Analysis) ha 
demostrado que también es adecuada para la sepa-
ración cromatográfica de fosfina y cianuro.
El Laboratorio de Toxicología Forense ha apli-
cado este método durante tres años en la determi-
nación cualitativa de cianuro o fosfina en muestras 
de contenido gástrico. Los resultados han demos-
trado las bondades del método para ácido cian-
hídrico y para fosfina. También, se han analizado 
muestras de riñón e hígado con resultados nega-
tivos para fosfina y cianuro; por el contrario, en 
muestras de sangre se han detectado casos positi-
vos para ácido cianhídrico. 
A continuación, se presentan tres casos foren-
ses que han sido analizados empleando el método 
desarrollado:
Caso 1. Caso recibido en el laboratorio el 23 
de febrero de 2011. Según entrevista aportada por 
la madre del occiso: 
El día 4 de febrero a las 14:00 horas, el padre del 
menor de forma intencional da a tomar al niño 
un veneno de nombre fosfamina, fue llevado a un 
hospital del municipio, luego a una clínica de la 
capital del departamento, a donde ingresa con agi-
tación motora, dificultad moderada para respirar, 
pupilas hiporreactivas, leve midriasis, pulmones 
con hipoventilación, neurológico irritable, palidez 
mucocutánea moderada y con leve cianosis distal, 
posteriormente presenta paro cardiorespiratorio, 
que no responde a maniobras de reanimación y 
fallece a las 19:10 horas.
Las muestras remitidas por el médico fueron: 
un frasco plástico con aproximadamente 25 mL de 
lavado vesical; un tubo tapa roja con aproximada-
mente 4 mL de bilis y un tubo tapa gris de 4 mL 
con aproximadamente 4 mL de sangre. Se analiza-
ron las muestras de sangre y bilis con resultado: no 
detectado para fosfina. 
Caso 2. Corresponde al padre del infante del 
caso 1. Se recibió en el laboratorio el 15 de marzo 
del 2011. Según la información: “El 4 de febrero de 
2011, a las 21:30 horas fueron informados de la lle-
gada de un occiso que había muerto de manera 
inmediata”.
La muestra remitida por el médico fue un 
frasco plástico con aproximadamente 20 mL de 
contenido gástrico. Se analizó la muestra de conte-
nido gástrico con resultados positivos para fosfina.
Caso 3. Caso recibido en el laboratorio el 30 
de enero del 2009. Según información tomada del 
acta de inspección del cadáver, se trataba de un 
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comerciante en unión libre. Según los familiares, 
ingirió las pastillas para conservar el fríjol debido 
a problemas económicos. Edad del occiso: 40 años. 
Las muestras remitidas por el médico fueron: 
un tubo tapa gris con aproximadamente 3 mL de 
sangre y un frasco de vidrio color ámbar con apro-
ximadamente 50 mL de contenido gástrico.
Se analizó la muestra de contenido gástrico 
con resultado positivo para fosfina. Se analizó la 
muestra de sangre y se detectó etanol en una con-
centración total de 176 mg/100 mL de sangre.
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